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Sentado ao pé do fogo eu penso 
em tudo que já vi, 
flores do prado e borboletas 
verões que já vivi:
As teias e as folhas amarelas 
de outonos de outros dias, 
com névoa e sol de manhã, 
no rosto as auras frias.
Sentado ao pé do fogo eu penso 
no mundo que há de ser 
com inverno sem primavera 
que um dia hei de ver.
Porque há tanta coisa ainda 
que nunca vi de frente: 
em cada bosque, em cada fonte 
há um verde diferente.
Sentado ao pé do fogo eu penso 
em gente que se desfez, 
e em gente que vai ver o mundo 
que não verei de vez
Mas enquanto sentado eu penso 
em tanta coisa morta 
atento espero os pés voltando 
e vozes junto à porta.
(J.R.R. Tolkien)
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RESU MO
Este trabalho tem como objetivo verificar o efeito do choque hiperosmótico a curto e longo 
prazo sobre a atividade da enzima NaVK+-ATPase na branquias, hepatopâncreas e numa 
porção do músculo abdominal no camarão Macrobrachium acaníhurus. Também visa 
analisar estes dados em conjunto com dados obtidos para regulação osmoiônica e conteúdo 
de glicogênio e triglicerídeos (íracíIgliceróis) no verão e inverno.para verificar a influência 
da salinidade e da sazonalidade sobre o metabolismo energético deste camarão. O M. 
acanthurus é um camarão da família Palaemonidae que vive em água doce mas necessita da 
água salgada para o seu desenvolvimento larval e o seu porte lhe dá um potencial para 
aquacultura. Os camarões utilizados foram coletados no Rio da Draga, município de Pontal 
do Paraná. PR e aclimatados em água doce com aeração constante e al imentação em dias 
alternados com carne vermelha. Após a aclimatação os camarões foram separados em 4 
grupos: os controles foram deixados em água doce (salinidade 0) durante 3 horas e 10 dias 
e os experimentais em água salobra (salinidade 20) também durante 3 horas e 10 dias. Após 
esses períodos os animais foram sacrificados e foram realizadas dosagens de íons Cl'  e 
Mg" e glicose na hemolinfa. glicogênio e atividade da enzima Na7K/-A TPase  em 
brãnquias. hepatopâncreas e músculo abdominal e triglicerídeos no hepatopâncreas.  A 
osmolalidade aumentou em salinidade 20 após 10 dias e neste grupo os valores de inverno 
Ibram menores. As concentrações de C f  e Mg“’ também aumentaram em salinidade 20 
após 10 dias. A concentração de glicogênio tecidual é maior no inverno em relação ao 
verão, exceto em salinidade 20 por 10 dias. quando o conteúdo de glicogênio é maior no 
verão, para iodos os tecidos. A concentração de glicose se manteve constante. Não houve 
diferença estatística na atividade da enzima N a 7 K '-ATPase embora haja uma tendência a 
diminuição nas branquias em salinidade 20 por 10 dias e a aumento nos demais tecidos em 
salinidade 20. Também existe uma tendência ao aumento do conteúdo de triglicerídeos no 
hepatopâncreas em salinidade 20 por 10 dias. Pode-se concluir que o Macrobrachium  
avaniliiiriis é capaz de manter um gradiente osmóticodurante um período de horas e durante 
ti inverno a osmorregulação é mais intensa. Durante esta estação o camarão acumula muito 
mais glicogênio nos tecidos, provavelmente para aguardar a época reprodutiva, mas 
também consome mais ativamente essa reserva para a regulação osmoiônica.  A enzima 
Na /K -ATPase, com o aumento de salinidade do meio. tende a diminuir sua atividade nas 
branquias, evitando assim uma absorção excessiva de sal. enquanto que no hepatopâncreas 
e músculo abdominal sua atividade tende a aumentar, pois ela deve estar ligada à regulação 
de volume celular.
I N T R O D U Ç Ã O
Na água que cobre a superfície do planeta estão dissolvidos diversos gases,  
compostos  orgânicos  e sais. pr incipalmente  NaCl. A concentração de sais na água  do 
mar  varia em torno de 35 (g de sal / kg de água) enquanto que em rios e lagos de água 
doce fica abaixo de 0.5. variando entre estes dois extremos nos estuár ios onde a água 
doce se mistura às águas  oceânicas.  Diferenças entre as concentrações  de solutos na 
água e no líquido extra-celular  dos animais  que vivem no ambiente  aquático faz com 
que ocorra um fluxo de íons e água através dos epitélios mais delgados da parede do 
corpo, especialmente  as bránquias.  impondo um desafio à manutenção de uma 
concentração adequada de solutos no meio interno do animal.  A osmorregulação 
envolve os processos de transporte de sais entre os meios  externo e interno, para 
compensar  a perda ou ganho desses por difusão passiva, visando manter  uma 
concentração adequada de solutos no líquido extra-celular (Schmidt-Nielsen. 1996).
Nos animais que habi tam água doce a osmorregulação se faz pela absorção ativa 
de íons para o meio intracelular, principalmente Na '  e Cl', que são os mais  comuns,  mas 
também outros íons como M g "  que é o segundo cátion mais com um  na água marinha 
(Spaargaren in Maloiy.  1979).
A espécie utilizada neste estudo. Macrobrachium acaníhiirus. pertence à família 
Palaemonidae e habita regiões de água doce próxima a estuários,  mas é dependente  da 
água salgada para reprodução e desenvolvimento,  sendo portanto um animal eurihalino.
i.e.. que suporia grande variação da salinidade do meio externo (Moreira et a i .  1983).
1
A enzima N a / K - A T P a s e  está presente em prat icamente todas as células 
animais e atua no contra-t ransporte ativo de sódio e potássio. Esta enz ima atua 
dire tamente no controle do volume celular de todas as células, sendo também 
responsável pala alta concentração de K' intracelular e Na '  extra-celular  (Alberts et a i  
1997). Segundo Alberts et a i  (1997) a enzima N a / K - A T P a s e  representa um terço de 
todo o requer imento energét ico de uma célula animal.  Nas células do epitélio branquial 
de crustáceos,  assim como em outros epitélios de t ransporte,  esta enzima se encontra na 
membrana  basolateral.  gerando os gradientes e let roquímicos que irão energizar o 
transporte de outros íons inorgânicos ou moléculas  orgânicas (Corot to & Holliday. 
1996). Experimentos com o camarão Macrohrachium olfèrsii mostraram que a atividade 
da enzima N a / K - A T P a s e  branquial diminui com o aumento da salinidade do meio 
externo, evi tando uma absorção de sal excessiva (Lima el a i  1997). Na lagosta 
Homarns gammariix a redução de salinidade do meio provocou o aumento da atividade 
desta enzima (L.ucu & Devescovi.  1999). Segundo Lucu d  a i  (2000) a redução do 
gradiente osmólico entre a hemolinfa e o meio externo provoca a diminuição da 
atividade da Na7K -ATPa.se.
Os trigliceiídeos.  também chamados triacilgliceróis. são um dos mais 
importantes substratos energét icos de reserva nos tecidos animais.  Estes lipídios são 
constituídos de três cadeias de ácidos graxos ligadas a uma molécula de glicerol e cada 
grama de trigliceiídeos libera mais que duas vezes a energia liberada por cada grama de 
carboidralo. o que comprova a sua importância como reserva energética  (Lehningere/  a i 
1995). No crustáceo misidáceo. Neoniisi.s inlcger. temperaturas e sal inidades maiores 
provocam um uso mais elevado das reservas lipídicas. Neste mesmo crustáceo foi
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observado que a t ransferência para um meio de maior salinidade provoca maior 
consumo das reservas de carboidratos (Verslycke & Janssen.  2002).
A temperatura e a salinidade da água podem alterar a concentração osmótica 
interna de peneídeos eurihalinos,  levando-os a dispender considerável quant idade de 
energia para a manutenção do equilíbrio osmótico; sendo este de fundamental  
importância para o bom funcionamento do organismo (Schmidt-Nielsen,  1996). Em 
Penaeus siylirostris foi verificada redução significativa na capacidade osmorregulatór ia 
quando submetido a redução de temperatura  (Lemaire  et a i .  2002),  e no caranguejo 
Chasma^nulhus grani/lata  foi observado que no inverno os lipídios são a principal 
reserva energét ica utilizada (Kucharski  et a i .  2002).  Em estudos com Macrohrachium  
olfersii detectou-se diminuição do consumo de oxigênio com o aumento  da sal inidade 
até 21. demonstrando redução no metabolismo energético. (McNamara  & Moreira.  
19,S7). Sendo assim é interessante estudar a influência da salinidade e da estação do ano 
sobre o metabol ismo energét ico do camarão Macrohrachium acanthurus. camarão de 
porte razoável e com potencial para aquacultura.
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O B J E T IV O S
1) Verificar o efeito do choque hiperosmótico a curto e longo prazo sobre a 
atividade da enzima Na7K7-ATPase nas brânquias.  hepatopâncreas  e músculo 
abdominal .
2) Anal isar estes dados combinados com os dados obt idos para  a  regulação 
osmoiônica e o conteúdo de glicogênio e triglicerídeos no hepatopâncreas para verificar 
a influência dos fatores salinidade e sazonalidade sobre o metabol ismo energét ico de 
Mctcrohrachium acanthurus.
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M A T E R I A L  E M É T O D O S
Coleta e acl imatação dos camarões.
Os camarões  M. acanllnirus foram coletados no município de Pontal do Paraná, 
PR. no Rio da Draga e acl imatados em laboratório em aquário estoque de 100 litros com 
água doce nâo-clorada.  com  aeraçào constante e a l imentação 3 vezes  por semana  com 
carne bovina moída em dias intercalados. A temperatura ficou em torno de 1 7°C no 
inverno e 22°C no verão. As coletas foram realizadas nos meses  de Janeiro-Fevereiro  
(experimentos de verào) e Junho-Julho (exper imentos de inverno). O camarão M. 
acciiiihiiriis tem se mostrado bastante resistente ao transporte do rio ao laboratório,  
apresentando baixa mortalidade. M  accmtharus também tem tamanho razoável de 6 a 10 
cm.  o que facilita a dissecção e remoção dos órgãos para os ensaios.
Após 6 a 10 dias de acl imatação às condições de laboratório,  os camarões  foram 
separados em 4 grupos: água doce (<0.5 g de sal por kg de água) durante 3 horas e 10 
dias. const ituindo os grupos controle, e salinidade 20 durante 3 horas e 10 dias, 
consti tuindo os grupos experimentais.  Os animais foram expostos  às condições  controle 
ou experimentais em recipientes individuais de 200 mL. A sal inidade de 20 foi obtida 
pela diluição de água do mar com água doce nào-clorada.  Após  esses per íodos os 
animais lbram anestesiados por resfriamento em gelo e dissecados.  Em todas as 
dosagens o número de animais utilizados foi de 6 a 8 em cada si tuação e a a l imentação 
foi mant ida também no período experimental ,  t ambém em dias alternados,  sem 
al imentação no dia do experimento.
5
Obtenção da amostra de hemolinfa,  determinação da osmolal idade e dosagem dos 
íons Cl e M g 2+
Para estas dosagens outros animais  foram utilizados,  expostos  às mesmas 
condições expl icadas anteriormente.  Passado o tempo de exposição,  os camarões  foram 
anestesiados em gelo e a corda nervosa ventral seccionada entre a região do cefalotórax 
e do abdómen.  Amostra  da hemolinfa  foi retirada por punção cardíaca com pipetador  de 
10 liL e congelada (-20°C) até o momento das dosagens.
A osmolalidade da hemolinfa  foi determinada at ravés de Mic ro-Osmômetro  de 
Pressão de Vapor  Vapro Wescor modelo 5520 das amostras  não diluídas.  Para a 
determinação da concentração dos íons cloreto (Cl ) e magnésio (Mg~r) na hemolinfa  foi 
utilizado método color imétrico (Kits Labtest) específico para cada íon, com posterior 
leitura em espectrofotõmetro.  respect ivamente a 470 e 505nm. seguindo protocolo do 
fabricante, em amostras apropriadamente  diluídas com água deionizada.
Determinação do conteúdo de carboidratos  nos tecidos e hemolinfa
O conteúdo de gl icogênio foi medido segundo Leighton et ctl. (1989).  Após 
pesadas as amostras dos tecidos foram colocados em tubos de ensaio de vidro contendo 
500uL de KOH em seguida deixados em banho-maria a 60° C por  30 minutos.  Os tubos 
foram retirados do banho e agi tados em vórtex. Em seguida 100 pL  das amostras  foram 
retirados e colocados em tubos eppendorf  contendo 17 pL de ácido acét ico glacial e 500 
liL de tampão acetato (pH 4.8) com amiloglucosidase (1% do vo lume do tampão 
acetato). As amostras  foram novamente deixadas em banho-maria  a 37" C por 2 horas. 
Apos esse tempo os tubos foram retirados e centr ifugados por 10 minutos a 1400 rpm. 
Em seguida 100 uL do conteúdo dos tubos foram retirados e colocados em novos tubos
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contendo lOOOpL de tampão t rietanolamina (pH 7.5). Após 40 minutos  foi real izada a 
leitura em espectrofotômetro a 340 nm de comprimento de onda. O conteúdo de 
gl icogênio da amostra foi calculado da seguinte forma:
Cont.  Gl icogênio = D.O. x 8.85 x m ' 1 
D.O. -> densidade ópt ica da amostra 
8,85 fator de correção do N A D P  
m massa do tecido em g 
-Tampão acetato (pH 4,8) -1 0 0  ml 
Ácido acético glacial (96%) = 480 pL 
Acetato de Na = 975 mg
-Tampão Trietanolamina -  TEA ípH  7.5) -  100 ml 
Trietanolamina = 5.6 g 
MgSO, = 0.074 g 
ATP = 0.490 g 
NADP = 0.050 g 
HK / G6PDh = 600 pL
O conteúdo de glicose da hemolinfa  foi determinado usando-se  Kit Labtest 
específico para glicose.
Ensaio da enzima Na+/ K +-ATPase.
Para o ensaio da NaVK -ATPase foram removidas  todas as brânquias de ambos 
os lados, o hepatopâncreas inteiro e uma porção de músculo abdominal .
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A at ividade da enzima NaVIC-ATPase  foi determinada por comparação  da 
atividade ATPásica total do tecido homogeinizado com a atividade ATPásica  não 
sensível à ouabaína.  A diferença entre estas duas é a at ividade da N a 7 K ‘-ATPase;  ou 
seja. at ividade ATPásica sensível à ouabaína.
Soluções:
1. Tampão Imidazol: solução de imidazol 10 mM .  pH 7.6 acertado com HC1.
2. Padrão Fosfato: solução de Na2H P 0 4. 10 mM.
3. Reagente do Fosfato: preparado na hora misturando reagentes A e B na proporção de
1 ml A: 6 ml B.
3.1. Reagente  do Fosfato A: solução de ácido ascórbico 20%. dissolvido a 60 °C. 
Armazenado à - 2 0  °C.
3.2. Reagente do Fosfato B: Molibdato de amónio 0.84% em 2N de titrisol (FFSO,).
4. Tr is-ATP:  ATP 75 mM (em tampão imidazol).  pH ajustado para 7 com solução de 
Tris 1M.
5. Comix A0: solução contendo imidazol 20 mM,  M g S 0 4 6 mM. KC1 20 m M  e NaCl 
100 mM. pH ajustado para 7.6 com HC1.
6. Comix B+: Comix A0 mais ouabaína 2 mM  (concentração final).
7. EDTA-Na, :  0.1M de EDTA-NaT em tampão imidazol.  pH ajustado com solução de 
Tris 1 M até 7.5. Aquecimento em banho maria a 60 "C.
8. Detergente de incubação: Deoxicolato de sódio 10 mM.
Procedimento:
Após a dissecção,  os órgãos retirados (brânquias.  hepatopâncreas ou porção do 
músculo abdominal)  foram homogenizados em 750 j-i 1 de tampão imidazol  util izando
homogenizador  manual ,  teflon-vidro. tipo Pot ter-Elevehjem.  O homogenizado foi 
centri fugado a 2000 rpm por 3 min, e 495 j_il do sobrenadante foram transferidos para 
tubos eppendorf  contendo 5 pl do detergente de incubação, agi tados e deixados em gelo 
por 20 min. O restante do sobrenadante foi t ransferido para outros tubos eppendorf  e 
armazenados a -20°C  para posterior dosagem de proteínas totais.
Após a incubação, tubos eppendorf  previamente identificados,  e em duplicata,  
receberam os reagentes segundo o seguinte esquema:
Branco S-Branco Padrão 50 Padrão 100 A0 B+
Comix A0 Occ 380 ul 380 ul
Comix B+ 380ul 380ul OOC
P. l oslato 50 ul 100 Lll
HXJ) iiiQ 130 ul 1 10 Lll 70 ul 20 ul
Amostra 100 Lll 100 ul
I D I  A 10 Lll 10 Lll 10 Lll ío  mi
Após todos os reagentes estarem prontos foi pipetado o substrato.
Tris-ATP 20 ul 20 ul 20 pl
e o conteúdo dos tubos foi imediatamente misturado em vórtex e levado à banho maria a 
25 "C por 30 min.
Após esse tempo os tubos foram colocados em banho com água em ebul ição por
2 min para interromper  a reação, e centri fugados a 2000 rpm por 3 min. Vinte 
microlilros do sobrenadante foram transferidos para novos tubos identificados da mesma 
maneira,  contendo 480 ul de 1-1X) milliO. melada. Foram adicionados 500 ul do reauente
do fosfato recém preparado, os tubos foram então agitados e incubados em banho maria
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a 60°C por 7 min. Após a incubação os tubos foram resfriados em água com gelo e as
absorbâncias lidas em espectrofotômetro a 830 11111.
A dosagem de proteínas foi feita util izando Kit Labtest para dosagem de 
proteínas totais, também por método colorimétrico.
Cálculos:
Padrão médio ( Pm ) = [ (Abs P50 x 2) + Abs N00 ] x 0.5
Atividade ATPásica = Abs x 20 x P m '1 -> pmol  Pi . ml"1. h"1
Atividade da N a / K  -ATPase = (Atividade comix AO -  Atividade comix B+) /
Proteínas totais -> Limo! Pi . m g ' 1. h"1 .
Dosagem de triglicerídeos.
Para a dosagem de triglicerídeos foi removido apenas o hepatopâncreas  (outros 
camarões foram usados apenas para essa dosagem).
Logo após a dissecção dos animais o hepatopâncreas removido foi pesado em 
balança de precisão e rapidamente homogeneizado em 750ul  de tampão imidazol (idem 
protocolo da Na7K '-ATPase ) .  Do homogeneizado foi dosada a quant idade de 
triglicerídeos por método colorimétrico utilizando Kit Labtest específico para 
triglicerídeos. A leitura foi feita a 545 mu em espectrofotômetro.
Análise estatística.
Os valores fornecidos nos resultados são a média ± erro padrão da média.  A analise 
estatística dos dados foi feita utilizando-se o software Sigma Plot for Windows da 
Jandel Corporation.  Os grupos experimentais foram comparados com seus respect ivos 
controles e entre as duas estações do ano (quando houver) pelo teste t de Student  não 
pareado com P<0.05. Os gráficos foram feitos com o software Microsoft  Excel 2000.
10
R E S U L T A D O S
As osmolal idades  (mOsm/kg  11,(3) obtidas para M. acanthurus no verão, foram 
de 401.7±9,6 (n=6) e 306.5±23.4 (n=7) nos controles (0) 3 horas e 10 dias, 416.3±29,2 
(n=4) em 20 durante 3 horas e 549,3±12,0 (n=8) em estresse hiper-sal ino (20) durante 
10 dias. No inverno foram de 400.7±12,6 (n=7) e 373.3±25.4 (n=9) em situação controle 
(0. 3 horas e 10 dias respect ivamente),  422.3±20,3 (n=9) em choque hipersalino (20. 3 
horas) e 509.9±9.3 (n=7) em 20. 10 dias. A osmolal idade em 20. após 10 dias foi maior 
em relação aos controles tanto verão quanto inverno e os valores de inverno nesta 
situação foram menores em relação ao verão (Fig 1 A).
Os valores obtidos no verão para a concentração de cloreto na hemolinfa  (mM) 
deste camarão palemonídeo foram em média de: 171.9±7.6 (6) a 0. 3 horas: 1 15.9±7.4 
(7) em 0. 10 dias: 174.9±10.S (7) em 20. 3 horas e 241.5±4.9 (8) em 20. 10 dias. No 
inverno os valores obt idos foram 136.6±6.0 (7) nos controles 0, 3 horas; 137,3±1 1.0 (9) 
nos também controles 0. 10 dias: 168.8±21.1 (8) quando submetidos a choque hiper­
salino (20. 3 horas) e 185.5±7.9 (7) nos animais submetidos a estresse hiper-sal ino (20. 
10 dias). Houve aumento na situação 20. 10 dias em relação ao controle tanto verão 
quanto inverno. No verão a concentração foi maior em 20. 10 dias e 0. 3 horas em 
relação ao inverno ( f  ig. 1 B).
A concentração de magnésio (miVl) neste camarão eurihalino no verão foi em 
média de: 2.1 1 ±0.2 (6) nos controles de 3 horas: 2.53±0.5 (8) nos controles de 10 dias: 
2.50=0.3 (7) em choque hiper-salino (20. 3 horas) e 15.13±4.0 (8) em 20. 10 dias. No 
inverno as médias obtidas foram de: 3.5±0.3 (6) nos controles (0. 3 horas): 2.2±0.3 (7)
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nos também controles 0 ( 1 0  dias); 3,0±0,3 (7) quando expostos a  choque hiper-salino 
(20. 3 horas) e 9,9±3.1 (7) em 20 por 10 dias. Em 20, 10 dias a concentração de 
magnésio foi maior  que do nos controles no verão e no inverno. Em 0. 3 horas a 
concentração no inverno foi maior  que no verão (Fig. 1C).
Os valores para o conteúdo de gl icogênio dos tecidos (jamol/g de tecido), 
referentes aos exper imentos  de verão a curto prazo (3 horas), foram de 1.37±0,9 | imol/g 
(6) para brânquias controle (0) e 2 ,07±0:3 (4) em estresse hiper-salino (20). Para 
hepatopâncreas os valores foram 9.64±3,0 (6) em situação controle (0) e 10.77±1,3 (4) 
em estresse hiper-salino (20) e para músculo foram de 1, I0±0.2 (6) para os controles (0) 
e 1.08±0.3 (4) para os animais experimentais (20). Os valores de gl icogênio na m esm a 
estação referentes aos exper imentos  de 10 dias. para situação controle e 20 
respect ivamente,  foram de 1 7.87±5.9 (7) c 69.78±7.5 (8) para branquia: 21.64±6.4 (8) e 
50.10±7.9 (8) para hepatopâncreas:  e 8.88±0.9 (8) e 40.22±4.6 (8) para músculo.  A 
concentração aumentou em 20. 10 dias em relação ao controle no verão (Fig 2 A-C).
No inverno os exper imentos de curto prazo forneceram os seguintes valores para 
as concentrações de glicogênio: 78.9±4.7 (8) em 0 e 57.4±3.3 (9) em 20 para brânquia.  
67.1 ±5.6 (8) em 0 e 42.1 ±6.9 (9) em 20 para hepatopâncreas e 50.5±3.7 (8) e 32.3±3,8 
(9) em músculo a 0 e 20 respectivamente.  Os valores obtidos nos exper imentos  a longo 
prazo (10 dias), para os controles e experimentais respect ivamente,  foram de 22,7±3.9 
(9) e 34.3±6.9 (7) para brânquia: 27.0±5.7 (9) e 22.4±8,3 (6) para hepatopâncreas;  e 
20.2±4.0 (9) e 16.0±3.7 (7) para músculo. A concentração de glicogênio nos tecidos 
diminui em 20. 3 horas em relação ao controle. Houve um aumento da concentração no 
inverno em relação ao verão em 3 horas. 0 e 20. para todos os tecidos e em 10 dias. 0 no
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músculo.  Em 20 após 10 dias houve uma diminuição da concentração no inverno em 
relação ao verão (Fig. 2 A-C).
As medidas  de glicose na hemolinfa para 3 horas (em mg/dl) foram de: 32 ,7±5 ,7 
(6) em si tuação controle (0) e 25.07±2.0 (4) em situação de estresse (20) no verão e de 
20 .8±4 .1 (6) nos controles e 19.3±3.2 (8) a 20 no inverno. Na  experimentação de longo 
prazo foram obt idos os valores de 23,98±4,6 (8) (0) e 16.6±1.4 (8) (20) para verão e 
19.6±9.5 (9) (0) e 14.7±3.1 (7) (20) para inverno. Não houve al teração significativa 
entre os valores de glicose em todas as situações experimentais (Fig. 2D).
A atividade da enzima Na /K -ATPase (em j.unol Pi.mg"1.!!''). durante  o verão, 
nas branquias foi de 0.66 ± 0.2 (8) em 0 por 3h. 0,66 ± 0 .1  (10) para 20, 3h, 0.80 ± 0.3 
(6) para 0. 10 dias e 0.48 ± 0.2 (5) para 20. 10 dias. No hepatopâncreas  os valores para 3 
horas foram de 0.36 ± 0.2 (8) em 0 e 0.59 ± 0.2 (11)  em 20. e para 10 dias foram de 0.06 
± 0.01 (4) em 0 e 0.12 ± 0.03 (6) em 20. No músculo os valores foram, para os animais 
acl imatados por 3 horas, de 0.52 ± 0.2 (7) em 0 e 0.72 ± 0.3 (9) em 20. Para os camarões  
acl imatados por 10 dias os valores foram de 0.24 ± 0.1 (5) em 0 e 0.43 ± 0,2 (6) em 20. 
neste tecido. Não houve diferença estatística entre os experimentais e seus controles,  
nem entre os acl imatados em 3 horas e os acl imatados por 10 dias (Fig. 3A).
A concentração de triglicerídeos no hepatopâncreas dos animais acl imatados 
durante o verão (em mg / g de tecido) foi. para os animais aclimatados por  3 horas, de 
13.19 ± 3.6 (6) em 0 e 13.05 ± 3.0 (6) em 20 e para os acl imatados por 10 dias foi de 
8.54 ± 1.0 (6) em 0 e 1 1.00 ± 2.6 (6) em 20. Não houve diferença estatística entre os 
animais em 20 e seus controles, nem entre os tempos de exposição (Fig. 3B).
13
A - O s m  o l a l i d a d e
O) 3 0 0
JÇ
9  200
®  v e r ã o  
□  in v e r n o
B - C o n c e n t r a ç ã o  d e  c l o r e t o
150
Ir:*
□  v e r à o
□  in v e r n o
C • C o n c e n t r a ç ã o  d e  M a g n é s i o
m □ md h o
□  v e r à o
□  • n v e r r
Fig. 1: Osmolalidade (A), concentração de cloreto (B) e
concentração de magnésio (C) na hemolinfa.
Escuro = verão, claro = inverno, 3h = 3 horas, 10d = 10 dias. 
‘ significativamente diferente do controle no mesmo tempo de exposição e 
estação; #significativamente diferente da outra estação na mesma 
salinidade e tempo de exposição (P<0,05).
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Fig. 2: Conteúdo de glicogênio no brãnquias (A), hepatopâncreas 
(B) e músculo (C) e de glicose na hemolinfa (D).
Escuro = verão, claro = inverno, 3h = 3 horas, 10d = 10 dias. * 
significativamente diferente do controle no mesmo tempo de exposição e 
estação; # significativamente diferente da outra estação na mesma 
salinidade e tempo de exposição (P<0,05).
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Fig. 3: Atividade da enzima Na+/K+-ATPase (A) e conteúdo de 
triglicerideos no hepatopáncreas (B).
Escuro = salinidade 0, claro= salinidade 20, 3h = 3 horas, 10d = 10 
dias, br = branquias, hp = hepatopáncreas, ms = músculo.
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D ISC U SSÃ O
A osmolal idade da hemolinfa  deste camarão palemonídeo foi significat ivamente 
maior  depois de exposto a um a salinidade de 20 durante 10 dias. No entanto os valores 
obt idos no inverno foram menores  do que aqueles encontrados no verão para esta 
situação experimental ,  contrariando os dados encontrados por Lemaire  et al. (2002)  em 
que a capacidade osmorregulatór ia do camarão Penaeus stylirostris era menor  com  a 
redução da temperatura.  Nas demais situações a osmolalidade não foi al terada 
significativamente.  Fica demonstrado que o camarão M. acanihurus é capaz de regular a 
osmolal idade da sua hemolinfa durante um curto prazo quando exposto a choque hiper- 
osmótico ( 20).
Com relação à concentração de cloreto na hemolinfa de M. acanthunis. observou- 
se que a exposição do animal  ao estresse hiper-salino (20. 10 dias) em ambas as estações 
(verão e inverno) provocou aumento significativo em relação aos grupos controles (0. 
10 dias). Notou-se ainda que no verão a concentração de cloreto é maior que no inverno 
nos camarões  expostos  a salinidade de 20 por 10 dias e nos controles em 3h. Foi 
observada al teração significativa na concentração de magnésio na hemolinfa do 
palemonídeo M. ucanlhuvus em estresse hiper-salino (10 dias. 20) tanto no verão quanto 
no inverno. A concentração de magnésio também foi maior no inverno que no verão nos 
grupos de 0. 3 horas. Tanto os valores de magnésio quanto os de cloreto são coerentes 
com a variação de osmolal idade encontrada,  mostrando que o M. acanthunis é capaz de 
controlar sua osmolalidade apenas por um período de horas, semelhante às observações 
de Lima et al (1997) para M. olfersii. onde a osmolal idade aumentou de 340 para 737
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m O sm .k g '1 H20  após uma aclimatação de 10 dias à agua de sal inidade 21, ass im como a 
concentração de cloreto: aumentou de 170 para 266 mEq/1.
A concentração de glicogênio em todos os tecidos estudados sofreu um aumento 
no verão depois de 10 dias em salinidade 20 em relação ao controle neste mesmo 
período. No inverno, porém, houve o efeito inverso no per íodo de 3 horas,  isto é, 
d iminuição do conteúdo de gl icogênio nos tecidos estudados na situação de 20 em 
relação ao controle em água doce.
Houve efeito sazonal significativo sobre a concentração de gl icogênio nos 
tecidos. Foi verificado aumento das concentrações no inverno em relação ao verão para 
os grupos em 3 horas, tanto em 20 quanto em 0. Para os grupos em 20. 10 dias as 
concentrações  no verão foram maiores que no inverno. Além desses valores, no músculo 
a concentração de gl icogênio foi maior  no inverno que no verão para os controles em 10 
dias. Em Chasmagnalhus granitlala há redução na absorção de glicose nas branquias 
durante o inverno devido ao menor metabol ismo,  além do fato de que nesta estação a 
principal reserva utilizada são os lipídios dos tecidos musculares  (Kucharski ei a i 
2002). Também foram encontrados concentrações maiores de glicogênio. em brânquias 
de C. granulaia. no inverno em relação ao verão (Nerv e Santos. 1993 apud Kucharski 
et a i.  2002).  compat ível  com os aumentos na concentração de glicogênio nos tecidos de 
M. acanihurus no inverno nos exper imentos  de 3 horas.
As concentrações  de glicose na hemolinfa se mant iveram estáveis em todas as 
situações mostrando sua regulação eficiente, independente da taxa de hidrólise ou 
síntese de gl icogênio tecidual. em situações de maior  ou menor  demanda  para sua 
utilização, por exemplo,  pelos tecidos osmorregulatór ios (Fig. 2D) diferentemente do
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caranguejo Chasmagnathus granulata , em que as concentrações de gl icose no sangue 
variam tanto com a osmolalidade quanto com a estação (verão ou inverno) (Nery & 
Santos, 1993).
Apesar de não haver  diferença significativa nos valores de at ividade da enzima 
N a  VK -ATPase entre o s . grupos exper imentais e controles,  é possível notar  uma 
tendência no hepatopâncreas e músculo: em 20 a at ividade aumenta  em relação à 
atividade em 0, tanto em 3h quanto em 10 dias. Essa tendência era esperada uma vez 
que a NaVFC-ATPase é uma das enzimas mais importantes no transporte de sal. tanto 
para absorção,  quanto para secreção. Considerando a situação de longo prazo, em que a 
osmolal idade do líquido extracelular fica acima da normal , pode-se especular  que esse 
aumento na at ividade da enzima nos órgãos internos signifique um esforço das células 
em manter o s euvo lum e .  uma vez que a osmolal idade do líquido extracelular aumentou.
Nas brânquias pode-se observar tendência a diminuição da atividade da enzima 
durante o estresse salino a longo prazo. No camarão de água doce Macrobrachium  
olfersii a at ividade branquial da enzima Na 7K -ATPase diminui quando o animal é 
exposto a salinidade mais alta. para evitar a absorção excessiva de sal (Lima et al..
1997). o que pode também ser o caso do M. acanthurus. Semelhante  ao que ocorre em 
Hemigrapsus nudus. um caranguejo marinho: a at ividade da enzima N a / K :-ATPase 
branquial aumenta  proporcionalmente ao gradiente osmótico entre o meio interno e 
externo, quando os caranguejos são expostos à estresse hipossal ino por duas semanas,  
permitindo,  assim,  a absorção de sal do ambiente  (Corotto & Holliday. 1996).
O aumento do conteúdo de gl icogênio nos tecidos, durante o inverno, pode ser 
devido a uma menor  utilização de glicogênio. seja por uma atividade metabólica  menor.
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já que a baixa temperatura  pode ter diminuído o catabolismo do animal , ou por que a 
síntese foi menos inibida que a sua degradação.  E possível que o animal esteja fazendo 
uma reserva energét ica para a época reprodutiva.  O camarão Macrobrachium  
võllenhovenii tem sua maior atividade reprodut iva em agosto (Et im & Sankare,  1998), 
e n q u a n to 'em M. perlesi, camarão presente na Áfr ica do Sul, a atividade reprodut iva 
ocorre de novembro a abril (Reed apud Etim & Sankare,  1998). Em outro camarão, 
Palaemonetes variam, a reprodução é est imulada pelo aumento do fotoperíodo 
(Bouchon.  1991).
O aumento do conteúdo de gl icogênio observado,  no verão, em 20. 10 dias, em 
relação ao controle em água doce também é acompanhado  por uma tendência ao 
aumento no conteúdo de triglicerídeos do hepatopâncreas.  Combinado com a maior 
osmolal idade desta situação, em relação â mesm a situação no inverno, sugere que no 
inverno a regulação do volume celular nos tecidos do M. acanihunis é mais intensa que 
no verão e pode gerar uma depleção significativa no conteúdo de glicogênio dos tecidos. 
Nery e Santos (1993) verificaram que o conteúdo de gl icogênio aumenta  nos tecidos do 
caranguejo Chasmagnathus granidata  quando exposto a um estresse salino, durante o 
verão, também após uma exposição de dias. Neste t rabalho os caranguejos não foram 
al imentados durante os experimentos e mesmo assim aumentaram suas reservas de 
carboidratos.
Por outro lado os dados mostram que o M. acaníhurus diminui suas reservas de 
glicogênio durante o choque hipersaüno (3h. 20) no inverno. Uma vez que a 
osmolalidade se manteve normal é possível que o animal tenha usado suas reservas para 
manter seu gradiente osmótico. Em ( ’. gramilaia o mesmo fenómeno é observado
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quando os caranguejos  são expostos a choque hiperosmótico no inverno. O fato do M  
acanthurus manter  suas reservas metaból icas no verão quando exposto ao choque 
hiperssalino talvez seja um resultado da temperatura mais elevada,  assim a reserva 
menor  no inverno seria conseqüência  da compensação de um metabolismo basal mais 
lento, com a necessidade de um maior  gasto metabólico para manter  os gradientes 
osnióticos.
Concluindo,  pode se dizer que o Macrohachium acanthurus é capaz de manter  a 
osmolalidade da sua hemolinfa por  um período de horas e que no inverno a 
osmolal idade da hemolinfa  aumenta  menos do que no verão, a longo prazo. No inverno 
as reservas de gl icogênio são muito mais altas que no verão mas também são 
aparentemente  mais utilizadas para a osmorregulação o que pode significar uma taxa de 
síntese de gl icogênio muito alta. suficiente para suplantar a sua degradação.  Os dados 
ainda não são conclusivos,  sem a análise da atividade da enzima Na /K -ATPase e da 
concentração de triglicerídeos no inverno, mas espera-se que ela tenha uma atividade 
maior  que no verão, o que explicaria a osmorregulação mais intensa.
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C O N C L U S Õ E S
•  O camarão Macrobrachium acaníhurus é capaz de manter  um gradiente 
osmótico durante um período de horas;
•  Durante o inverno a osmorreguiação é mais intensa;
•  Também durante o inverno o camarão acumula mais  gl icogênio em  seus tecidos,  
provavelmente para a época reprodutiva,  mas também consome essa  reserva mais 
rapidamente com a osmorreguiação;
• Nas brânquias a enzima NaVK -ATPase tem a atividade com tendência à 
redução com o aumento da osmolal idade da hemolinfa.  evi tando a absorção excessiva 
de sal (no verão).
•  No hepatopâncreas e músculo abdominal a enzima Na 7K -ATPase pode estar 
ligada à regulação do volume celular,  pois sua atividade tende a aumentar  com o 
aumento da salinidade.
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